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Ozadje: Polisorbati se v farmacevtski industriji uporabljajo z a preprečevanje fizičnih 
poškodb proteinov med različnim i industrijskimi postopki, skladiščenjem in dostavo 
farmacevtskega izdelka. Pod določenimi pogoji so nagnjeni k razgradnji, kar lahko 
negativno vpliva na stabilnost, kakovost in varnost izdelka.  
Namen: Pregledati literaturo in izdelati sistematični pregled  izsledkov raziskav 
oksidativne razgradnje najbolj pogosto uporabljenih polisorbatov (polisorbat 20 in 
polisorbat 80). Določiti dejavnike oziroma faktorje , ki povzročajo oksidacijo v polisorbatih 
in razpadne produkte, ki nastanejo pri oksidaciji polisorbat ov v tekočih farmacevtskih 
oblikah ter uporabljene analizne instrumentalne metode za detekcijo in kvantifikacijo 
razpadnih produktov.  
Metode: Z uporabo vnaprej določenega iskalnega profila smo v podatkovni bazi PubMed  
in Web of Science poiskali raziskave, objavljene do konca februarja 2020. Vključili smo 
raziskave, ki so vrednotile oksidativno razgradnjo polisorbatov 20 in 80  v tekočih 
farmacevtskih oblikah. 
Rezultati: V sistematičnem pregledu smo obravnavali 17 raziskav, ki so ustrezale 
vključitvenim in izključitvenim kriterijem.  V objavljeni literaturi smo odkrili kar nekaj 
povzročiteljev oksidacije v polisorbatih in njihovih razpadnih produktov ter raznolikih  







Ključne besede: polisorbat 20, polisorbat 80, stabilnost, oksidativna razgradnja, razpadni 




Background: Polysorbates are used in the pharmaceutical industry to prevent physical 
damage to proteins during various industrial processes, storage and delivery of a 
pharmaceutical product. Under certain conditions they are susceptible to degradation, 
which can have a negative im pact on the stability, quality and safety of the product.  
 
Aim: Review the literature and make a systematic review of the research results on 
oxidative degradation of the most commonly used polysorbates (Polysorbate 20 and 
Polysorbate 80). Determine the factors that cause oxidation in polysorbates and the 
degradation products resulting from the oxidation of polysorbates in liquid pharmaceutical 
forms. Determine analytical instrumental methods used to detect and quantify degradation 
products.  
 
Methods: Using a predefined search profile, we searched the PubMed and Web of Science 
databases for research results published by the end of February 2020. We included studies 
to evaluate the oxidative degradation of the polysorbates 20 and 80 in liquid 
pharmaceutical forms. 
 
Results: In the systematic review, we examined 17 studies that met the inclusion and 
exclusion criteria. In the published literature we discovered a number of oxidants in 
polysorbates and their degradation products as well as various instrumental an alytical 









Key words: polysorbate 20, polysorbate 80, stability, oxidative degradation, degradation 
products, biopharmaceutical formulation, protein formulation, liquid pharmaceuti cal form  
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SEZNAM OKRAJŠAV  
AAPH  2,2′-azobis(2-amidinopropan) hidroklorid (ang. »2,2′-azobis(2-
amidinopropane) hydrochloride«) 
CAD  detektor nabitega aerosola (ang. »Charched Aerosol Detector«) 
CLA konjugirana linolna kislina (ang. »Conjugated Linoleic Acid«) 
CMC  kritična micelarna koncentracija (ang. »Critical Micelle Concentration«) 
EDTA  etilendiamintetraocetna  kislina (ang. »Ethylenediaminetetraacetic Acid«) 
ELSD optični detektor s sipanjem svetlobe (ang. »Evaporative Light Scattering 
Detector«)  
EPR elektronska paramagnetna resonanca (ang. »Electron Paramagnetic 
Resonance«) 
FFA   prosta maščobna kislina  (ang. »Free Fatty Acid«) 
GC  plinska kromatografija (ang. »Gas Chromatography «) 
HIC  hidrofobna interakcijska kromatografija  (ang. »Hydrophobic Interaction 
Chromatography«) 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. »High-performance    
Liquid Chromatography«) 
mAb  monoklonska protitelesa (ang. »Monoclonal Antibodies«) 
MS  masna spektrometrija (ang. »Mass Spectrometry«) 
NMR   jedrska magnetna resonanca (ang. »Nuclear Magnetic Resonance«) 
POE   polioksietilen  
PS 20  polisorbat 20 (Tween® 20)  
PS 80  polisorbat 80 (Tween® 80)  
PS  polisorbat 
UHPLC  tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti (ang. »UltraHigh- 




Proteinski farmacevtski izdelki so postali pomemben razred tržnih zdravil od uvedbe 
inzulina, prvega rekombinantnega proteinskega izdelka, leta 1982. V zadnjih nekaj 
desetletjih se število in relativni pomen proteinskih zdravil vsako leto nenehno povečujeta.  
Razvoj komercialnega proteinskega izdelka je kompleksen proces, ki obsega več stopenj 
razvoja in dolgoletna prizadevanja  (1). Kritičen korak v tem procesu je razvoj formulacije, 
ki omogoča končno konfiguracijo izdelka  (1,2). Ustrezna formulacija bioloških  zdravil ima 
velik vpliv na dolgoročno stabilnost,  ponovljivo aktivnost proteinov, varnost 
bioterapevtskih proteinov in dostavo parenteralnih zdravil (2–4). Za ohranjanje biološke 
aktivnosti je proteine treba vzdrževati v točno določeni tridimenzionalni konformaciji 
(1,2). Na strukturo proteina lahko vplivajo že razmeroma majhne stresne sile, kar vodi v 
izgubo biološke aktivnosti ali imunološki odziv (1,2,4,5). Do spremenjene konformacije  
proteinov lahko pride v fazi proizvodnje  (filtriranje, shranjevanje, mešanje, zamrzovanje / 
odmrzovanje, liofilizacija, nebulizacija, sušenje z razprševanjem) , transporta, sk ladiščenja 
in dostave pacientom  (2,4-7). Zaradi nezaželenih interakcij proteinov s površinami (npr. 
steklo, plastični polimeri, nerjaveče jeklo, zrak, ledeni kristali,  silikonsko olje, ...) lahko 
pride do adsorpcije, denaturacije, agregacije in zmanjšanja terapevtske koncentracije  
proteinov (2,5,6,8). V kombinaciji z mehanskim stresom lahko medfazna adsorpcija deluje 
kot sprožilec agregacije in tvorbe vidnih in nevidnih delcev (6). 
Za preprečevanje fizičnih poškodb proteinov med industrijskimi postopki, skladiščenjem  
in dostavo se pogosto dodajajo površinsko aktivne snovi oziroma surfaktanti (1,2,4,5,8). 
Človeški serumski album in (HSA) je bil prvotno uporabljen v številnih proteinskih  
formulacijah kot stabilizator za preprečevanje površinske adsorpcije. Zaradi prisotnosti 
povzročiteljev infekcij (npr. virusov in prionov) v krvnih izdelkih so mnoge regulativne 
agencije prepovedale njegovo uporabo. V ta namen se polisorbati (PS), neionske 
površinsko aktivne snovi, vse pogosteje uporabljajo kot nadomestilo za HSA  (2). 
Polisorbati so pomembne pomožne snovi v farmacevtski industriji, saj lahko zmanjšajo 
agregacijo, denaturacijo in površinsko adsorpcijo  proteinov, so biokompatibilni, nizko 
toksični, imajo vlažilne lastnosti in lastnosti emulgatorja (2,3,5,7). Zaradi njihove 
učinkovite zaščite proteinov je v več kot 70  % tržnih pripravkov, ki vsebujejo 
monoklonska protitelesa, dodan polisorbat (6,7). Vendar pa jih je treba uporabljati 
previdno, saj pod določenimi pogoji lahko pride do razgradnje, kar vodi v kemične 
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spremembe proteinov in interakcije s proteini, ki lahko privedejo do strukturnih sprememb. 
Da bi preprečili nastanek težav, je pomembno razumeti vprašanja, ki so povezana z 
njihovo uporabo, strukturo, stabilnostjo in interakcijskim i mehanizmi s proteini (2).  
1.1. POLISORBATI 
Polisorbati so družina neionskih površinsko aktivnih snovi, ki se pogosto uporabljajo kot 
pomožne snovi v hrani in farmacevtskih izdelkih (7). Polisorbat 20 (PS 20) in polisorbat 80  
(PS 80) sta najpogostejša polisorbata, ki se trenutno uporabljata pri pripravi proteinskih  
biofarmacevtskih izdelkov (2-4,6). Pod blagovnima znamkama ju tržijo kot Tween® 20 in 
Tween® 80 (2,3,4,6). Gre za kemično raznolike mešanice različnih estrov maščobnih 
kislin (2,3,8).  
Polisorbati so amfifilne, neionsko površinsko aktivne snovi, sestavljene iz estrov 
maščobnih kislin in polioksietilen  (POE) sorbitana (2-4,7). Različne vrste polisorbatov 
imajo ogrodje enako, razlikujejo se le v strukturi stranskih verig maščobnih kislin. 
Ogljikovodikove verige zagotavljajo hidrofobno naravo polisorbatov, medtem ko 
hidrofilno naravo zagotavljajo podenote etilenoksida  (slika 1) (2,7,8). Ogrodje predstavlja  
sorbitanski obroč, ki ima na 4 različnih hidroksilnih skupinah vezano polioksietilensko  
verigo (2,5,6). Eden od štirih hidroksilnih položajev stranskih verig POE je naključno 
esterificiran. Poleg tega so običajno prisotne mešanice izomernih di-, tri- in tetra estrov (6). 
Medtem, ko se število podenot etilenoksida spreminja glede na položaj , je njihovo skupno 
število (w+x+y+z) enako 20 in je konstantno za vsak polisorbat  (2,6). Maščobne kisline so 
pritrjene z estrsko vezjo na kisiku etilenoksida na položaju w (2).  
 
 
Slika 1: Struktura polisorbata. 
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Ameriška farmakopeja  (USP), Evropska farmakopeja (EU) in Japonska farmakopeja (JP) 
(slednja opisuje samo PS 80) opredeljujejo dovoljene vsebnosti estrov maščobnih kislin, 
dovoljenih v PS 20 in PS 80 (8). PS 20 vsebuje 40,0 %–60,0 % lavrinske kisline celotnega 
števila maščobnih kislin, medtem ko je glavna komponenta PS 80 oleinska kislina (≥  58,0 
%). Preostale maščobne kisline so mešanica nasičenih in nenasičenih maščobnih kisli n s 
kapronsko, kaprilno, kaprin sko in lavrinsko kislino, ki je prisotna le v polisorbatu 20 z 
vsemi drugim i estri maščobnih kislin, ki so prisotni v raztopinah PS 20 in PS 80 
(preglednica I) (2). Pred kratkim je Kitajska farmakopeja objavila strožje zahteve glede 
vsebnosti oleinske kisline v PS 80 za injekcije, in sicer ≥ 98,0  %, za vse ostale maščobne 
kisline pa pod 0,5 % (6,8). 
 
Preglednica I: Predpisane zahteve za maščobne kisline v PS 20 in PS 80 (6,8).  
Maščobna 
kislina PS 20 (%) PS 80 (%) 
PS 80 za injekcije 
(%) 
Kapronska  ≤ 1,0 
  Kaprilna  ≤ 10,0 
  Kaprinska  ≤ 10,0 
  Lavrinska 40,0 - 60,0 
  Miristinska  14,0 - 25,0 ≤ 5,0 ≤ 0,5 
Palmitinska  7,0 - 15,0 ≤ 16,0 ≤ 0,5 
Palmitoleinska   ≤ 8,0 ≤ 0,5 
Stearinska  ≤ 11,0 ≤ 6,0 ≤ 0,5 
Oleinska ≤ 11,0 ≥ 58,0 ≥ 98,0 
Linolna  
 
≤ 18,0 ≤ 0,5 
Linolenska  ≤ 3,0 ≤ 4,0 ≤ 0,5 
 
Polisorbati se dodajo proteinskim formulacijam v relativno majhnih količinah , in sicer od 
0,01 mg/mL do 1,0 mg/mL oziroma od 0,001 % do 0,1 % (m/v) (7,8). Visoka hidrofilna-
lipofilna vrednost ravnovesja in nizka kr itična micelarna koncentracija (ang. »Critical 
Micelle Concentration«, CMC) polisorbatov sta posledica visoke površinske aktivnosti 
tudi pri nizkih koncentracijah (6,7). 
Zaradi svoje dvojne hidrofobne / hidrofilne narave se površinsko aktivne snov i v raztopini 
orientirajo tako, da je izpostavljenost hidrofobnega dela površinsko aktivne snovi vodni 
raztopini minimalna. V sistemih, ki vsebujejo mejne površine zrak / voda, surfaktanti 
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tvorijo površinsko plast usmerjeno tako, da so njihovi hidrofilni konci izpostavljeni vodi . 
Takšna orientacijska in hidrofobna površinska adsorpcija se lahko pojavi tudi na mejnih 
površinah trdno / voda, ki se nahajajo v vialah, brizgah in drugih steklenih in plastičn ih 
vsebnikih (2). Površinsko aktivne snovi kompetitivno inhibirajo adsorpcijo proteinov na 
hidrofobno mejno površino, kar lahko povzroči zmanjšano vezavo proteinov na mejne 
površine in / ali zavirajo agregacijo proteinov (2,4–8). Adsorpcija proteinov in polisorbata 
je pogosta med aseptično proizvodnjo proteinskih zdravil. To je treba upoštevati že v 
postopku razvoja formulacije in nato presoditi za vsak primer posebej tekom izvajanja in 
validiranja vseh proizvodnih procesov (5).  
Ob zvišanju koncentracije površinsko aktivnih snovi in površinski napetosti se monomeri v 
raztopini združijo v micele. To se običajno dogaja v ozkem območju koncentracij in se 
imenuje CMC. Potrebna je previdnost v zvezi z možnimi neželenimi učinki proteinskih 
zdravil, ki vsebujejo surfaktante , zlasti kadar je koncentracija površinsko aktivnih snovi 
nad njihovo CMC. CMC vrednost za PS 20 je približno 0,007 % (w/v) ali 55 μM in za PS  
80 0,0017 % (w/v) ali 13 μM  (2). 
1.1.1. POLISORBAT 20 
Polisorbat 20 (polioksietilen sorbitan monolavrat, slika 2) oziroma Tween® 20 je mešanica 
delnih estrov maščobnih kislin, predvsem lavrinske (dodekanojske) kisline, s sorbitolom in 
njegovimi etri (2,9). Njegova povprečna molska masa je 1228 g/mol (2). Etoksiliran je s 
približno 20 moli etilenoksida. Gre za mastno, rumeno ali rjavkasto rumeno, bistro ali 
rahlo opalescentno tekočino. Topen je v vodi, brezvodnem etanolu, etilacetatu in metanolu. 
Netopen je v maščobnih oljih in v tekočem parafinu.  Njegova relativna gostota  znaša 
približno 1,10, viskoznost pa  približno 400 mPa·s pri 25 °C (9). 
 
Slika 2: Struktura PS 20.  
 
 5 
1.1.2. POLISORBAT 80 
Polisorbat 80 (polioksietilen sorbitan monooleat, slika 3) oziroma Tween® 80 je mešanica 
delnih estrov maščobnih kislin, predvsem oleinske kisline, s sorbitolom in njegovimi etri 
(2,10). Njegova povprečna molska masa je 1310 g/mol (2). Etoksiliran je s približno 20 
moli etilenoksida. Je mastna, brezbarvna ali rjavkasto rumena, bistra ali rahlo opalescentna 
tekočina. Disperziven je v vodi, brezvodnem etanolu, etil acetatu in metanolu , netopen v 
maščobnih oljih in v tekočem parafinu.  Relativna gostota znaša približno 1,10, viskoznost 
približno 400 mPa·s pri 25 °C (10). 
 
Slika 3: Struktura PS 80.  
1.2. KEMIJSKA STABILNOST POLISORBATOV  
Polisorbati so nagnjeni k razgradnji, kar lahko vpliva na stabilnost zdravil z zmanjšano 
zaščito formulacije s površinsko aktivnim i snovmi pred medfaznim stresom in neželenim  
vplivom produktov razgradnje polisorbatov na stabilnost in kakovost izdelka ter skladnost 
proizvoda z regulativnim i zahtevami. Študij razgradnje polisorbatov je zaradi njihove 
raznolike strukture zelo zapleten (5).  
Polisorbati se razgradijo po dveh glavnih poteh, in sicer z oksidacijo in hidrolizo. 
Hidrolitična pot je lahko kemijsko inducirana (kislinsko , bazično katalizirana) in / ali 
encimsko posredovana (slika 4) (5-8). Oksidacija se lahko pojavi na različnih položajih 
molekul polisorbata in zato lahko privede do  številnih kemičnih zvrsti (npr. proste  
maščobne kisline, aldehidi, ketoni, peroksidi), medtem ko hidroliza estra tvori proste  
maščobne kisline in POE-sorbitan. Le na podlagi produktov razgradnje je težko določiti 




Slika 4: Shematski prikaz razgradnih poti PS. 
1.2.1. RAZGRADNJA POLISORBATOV – (AVTO)OKSIDACIJA  
Pot oksidativne razgradnje je zapletena in poteka po radikalskem mehanizmu (8). 
Avtooksidacija polisorbatov se dogaja vzdolž delov etilenoksida PS 20 in PS 80. Ker so 
strukture polietilenoksidov polisorbatov podobne, je pričakovano, da bodo postopki 
oksidacijske razgradnje enaki (2).  
Oksidacija se odvija v treh različnih fazah (slika 5). Faza I (iniciacija) je začetek tvorbe 
radikalov s svetlobo ali katalizatorjem, ki tvori primarni radikal na ogljiku polietilenoksida, 
bodisi na α ali β  ogljiku. Faza II (propagacija) je reakcija ogljikovega radikala s kisikom, 
ki tvori peroksilni radikal. Sledi odvzem vodika, da nastane organski peroksid in nov 
ogljikov radikal, ki omogoča nadaljnjo širjenje reakcije. Radikalska reakcija se konča, ko 
radikali reagirajo med sabo do neradikalskih produktov  (terminacija). Postopek 
avtooksidacije vključuje cepitev C-O in C-C vezi. Posledično nastajajo vodikov peroksid,  
metanal ter kratkoverižne kisline, kot sta mravljinčna in ocetna kislina, kar kaže, da se 





Slika 5: Shema poti oksidacije PS 20 in PS 80. 
Oksidacija polisorbatov je povezana predvsem z oksidacijo dela (poli)etilenoksida, ne pa 
tudi nenasičenih delov maščobnih kislin , kot sta oleat in linoleat.  Oksidacija nenasičenih 
maščobnih kislin poteka na podoben  način kot pri polietilenoksidu. Prav tako gre za 
radikalsko verižno reakcijo, ki poteka v 3 fazah (iniciacija, propagacija in terminacija).  
Iniciacija se začne s tvorbo lipidnega radikala R ˙, ki lahko nastane s toplotnim ali 
fotokemičnim homolitičnim cepljenjem R-H vezi ali z odvzemom vodikovega atoma iz R -
H s sprožilnim radikalom  (npr. z HO˙). Faza propagacije se običajno začne z vstopom  
tripletnega kisika. Sledi odvzem vodikovega atoma iz  RH s peroksilnim radikalom (ROO˙) 
za tvorbo organskega hidroperoksida (ROOH) in drugega R ˙. Tudi v tem primeru pride do 
prekinitve verižnih reakcij zaradi samogašenja radikalov  (terminacija) (2). 
Polietilen glikol, estrska vez in nenasičeno mesto v alkilnih verigah so področja, ki so bolj 
občutljiva na oksidacijo. Oksidacija v PS 80 je predvsem posledica napada radikala na  
dvojne vezi v verigi maščobnih kislin, medtem ko se oksidacija v PS 20 odvija na α-
ogljikih PS (sledi cepitev etrske vezi). Zaradi višjega števila nenasičenih stranskih alkilnih 
verig je PS 80 bolj nagnjen k oksidaciji kot PS 20. Poleg tega peroksilni radikali širijo 
oksidacijsko kaskado ne le na druge molekule, povezane s  PS, ampak tudi na proteine, kar 
ogroža njihovo kemijsko stabilnost. Znano je, da peroksilni radikali prednostno reagirajo z 
aminokislinskimi ostanki metionina, histidina in triptofana, medtem ko metanal in etanal 




Kompleksna mešanica razgradnih produktov lahko vsebuje estre maščobnih kislin, 
aldehide, ketone, kratkoverižne organske kisline, proste maščobne kisline, perokside, 
alkane, epokside, oksidirane maščobne  kisline, itd. (6,8). Porazdelitev je odvisna od obsega 
oksidacije (8).  
Oksidativna razgradnja polisorbatov  je odvisna od številnih dejavnikov, kot so kakovost 
vhodnih snovi, zlasti vsebnost peroksidov, prisotnost ionov prehodnih kovin (npr. baker) in 
izpostavljenost kisiku ter svetlobi (2,8). 
1.2.2. RAZGRADNJA POLISORBATOV – HIDROLIZA  
Hidroliza polisorbatov lahko poteka po kemijski poti (kislinsko, bazično katalizirana) in / 
ali encimski poti (4-8). Hidroliza estrskih vezi maščobnih kislin povzroči nastanek  prostih 
maščobnih kislin in POE sorbitana (5). 
Hidroliza estrske vezi je po kemijski poti razgradnje  katalizirana s kislino in bazo. Glede 
na podobnost v strukturi obeh PS 20 in PS 80 okoli estrske vezi naj bi bila kinetika reakcije  
za obe surovini podobna (2,8). Mehanizem razgradnje je kislinsko katalizirana  
termodinamična reakcija. Nukleofil (npr. voda) napade ogljik v karbonilni skupini estra. V 
kislem okolju se karbonilna skupina protonira, pri tem molekula razpade na dva dela. V en 
del se vgradi hidroksilna skupina  iz molekule vode, v drugi del pa proton (2,11). Na 
kinetiko hidrolize estra maščobne kisline vplivata pH in temperatura raztopine  (2,8). 
Hitrosti so podobne v območju pH od 3 do 7,6, čeprav lahko na hitrost reakcije vpliv a 
prisotnost kovinskih ionov, kot so bakrovi in dejavnikov, kot so kisik, svetloba itd. (8).  
Mehanizem encimske hidrolize kaže, da se z naraščanjem koncentracije proteinov stopnja 
razgradnje PS poveča, saj je verjetno, da bo v izdelku sočasno očiščena večja koncentracija  
encima. Potencialno pride do tvorbe trdnih delcev prostih maščobnih kislin (ang. »Free 
Fatty Acid«, FFA), ki so posledica slabe topnosti FFA v vodi pri 2-8 °C. V PS 20 nastajajo 
trdni delci iz stearinske (C18), palmitinske (C16) in miristinske (C14) kisline pri tvorbi iz  
njihovih ustreznih estrov (8).  
1.3. SISTEMATIČNI PREGLED LITERATURE  
»Sistematični pregled poskuša zbrati vse empirične dokaze, ki ustrezajo vnaprej določenim  
merilom upravičenosti, da bi odgovorili na določeno vprašanje. Uporablja eksplicitne, 
sistematične metode, ki so izbrane z namenom zmanjšati pristranskost, s čimer zagotavlja  
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zanesljivejše ugotovitve, na podlagi katerih je mogoče sklepati in sprejemati odločitve .« 
Tako so Oxman A. D. in sod. leta 1993 definirali sistematični pregled (12). 
Nightingale A. meni, da se pregledi literature pojavljajo v večini uvodov in razprav o 
raziskovalnih poročilih, poročilih o primerih in strokovnih mnenjih. Na vse te vrste  
pregleda literature lahko vpliva pristranskost pri izbiri  (13,14), ker bodo avtorji verjetno 
vključevali le večje študije na določenem področju in le tiste, ki so najbolj skladne z 
njihovim osebnim mnenjem ali rezultati njihovih raziskav. Poleg tega je znano, da je bolj 
verjetno, da bodo objavljene pozitivne študije (tiste s statistično pomembnimi 
ugotovitvami v korist ali škodo), ki bodo objavljene v revijah z visokim faktorjem vpliva . 
Cilj sistematičnih pregledov je identificirati vse raziskave, ki obravnavajo določeno 
vprašanje, tako da dajejo uravnotežen in nepristranski povzetek literature (13). 
Ko se soočamo s katerimkoli vprašanjem, je zmožnost natančnega sistematičnega pregleda 
literature pomembna veščina, ki jo  mora razviti vsak raziskovalec, pravi Piper R. J..  
Sistematični pregled omogoča identifikacijo trenutne literature, njenih omejitev, kakovosti 
in potenciala. Poleg morebitnega odgovora na vprašanje bodo informacije usmerjale k 
načrtovanju in predlagale vrednost novih raziskav. Pred pomembnimi eksperimentalnimi 
prizadevanji bi moral biti opravljen celovit pregled problema in bi moral imeti enake  
zahteve kot katerikoli laboratorijski poskus pri ocenjevanju kvantitativnih in kvalitativnih 
podatkov. V zadnjih desetletjih se vse bolj uveljavlja uporaba  sistematičnega pregleda  
literature. Zagovorniki običajnega pregleda literature  trdijo, da ta metoda om ogoča 
pregledovalcu, da ne izvaja slabo opravljenih raziskav tako s kvantitativnega kot 
kvalitativnega vidika, vendar takšna metoda neprimerno omogoča pristransko, nenatančno 
in "nezanesljivo" predstavitev dokazov. Slabo izvedeni sistematični pregledi lahko 
zavedejo kot vsaka druga eksperimentalna študija, vendar lahko natančno načrtovanje in 
izvedba zasnove študije zmanjšata kompromitirajoče dejavnike (15). 
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2. NAMEN DELA  
Polisorbati so pomožne snovi, ki se v farmacevtski industriji uporabljajo z namenom 
preprečevanja fizičnih poškodb proteinov med industrijskim i postopki, skladiščenjem in 
dostavo farmacevtskega izdelka. Vendar pa jih je treb a uporabljati previdno, saj so pod 
določenimi pogoji nagnjeni k razgradnji, kar lahko vpliva na stabilnost in kakovost 
izdelka. Polisorbati se lahko razgradijo po dveh poteh, in sicer po oksidacijski ali 
hidrolitični poti. V pregledu literature se bomo osredotočili na oksidacijo oziroma 
avtooksidacijo polisorbata 20 in polisorbata 80.  
Namen magistrske naloge bo pregledati literaturo in izd elati sistematični pregled raziskav  
ter določiti dejavnike, ki povzročajo oksidacijo v polisorbatih ter razpadne produkte, ki 
nastanejo pri oksidaciji polisorbatov v tekočih farmacevtskih oblikah. Hkrati bomo 
preverili, katere analizne instrumentalne metode so bile uporabljene za detekcijo in 
kvantifikacijo razpadnih produktov.   
Ocenili bomo tudi, kako se z leti spreminja število raziskav na tem področju ter v katerih 
državah so bile raziskave najpogosteje izvedene.   
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3. METODE DELA  
Za sistematični pregled literature smo poiskali izvirne znanstvene prispevke z uporabo 
elektronskih podatkovnih baz PubMed in Web of Science. Pregledali smo literaturo v 
obdobju od januarja 2010 do konca februarja 2020. Določili smo iskalni profil in raziskave 
izbrali glede na vnaprej določene vključitvene in izključitvene kriterije.  
3.1. DOLOČITEV ISKALNEGA PROFILA  
Za iskanje raziskav smo najprej določili iskalni profil, ki smo ga zastavili tako, da smo 
zajeli vse raziskave, ki obravnavajo oksidativno razgradnjo polisorbatov 20 in 80 v tekočih 
farmacevtskih oblikah. 
Iskalni niz v podatkovni bazi PubMed so sestavljale izbrane ključne besede v naslednji 
sintaksi: (((("polysorbate" OR "polysorbate 20" OR "polysorbate 80" OR "PS20" OR 
"PS80" OR "Tween 80" OR "Tween 20" OR "surfactants" OR "surfactant" OR "nonionic 
surfactants") AND ("oxidation" OR "autoxidation" OR "degradation" OR "stability" OR 
"protein stability" OR "photostability") AND ("biopharmaceutical" OR 
"biopharmaceuticals" OR "biopharmaceutics" OR "biopha rmaceutical formulation" OR 
"protein formulation" OR "biotherapeutic formulations" OR "antibody")))) . 
Iskalni niz v podatkovni bazi Web of Science pa je bil sledeč: (polysorbate[Text W ord] 
OR polysorbate 20[Text Word] OR polysorbate 80[Text Word] OR PS20[T ext W ord] OR 
PS80[Text Word] OR Tween 80[Text Word] OR Tween 20[Text Word] OR 
surfactants[Text Word] OR surfactant[Text Word] OR nonionic surfactants[Text Word]) 
AND (oxidation[Text Word] OR autoxidation[Text W ord] OR degradation[Text Word] 
OR stability[Text Word] OR protein stability[Text Word] OR photostability[Text Word]) 
AND (biopharmaceutical[Text Word] OR biopharmaceuticals[Text Word] OR 
biopharmaceutics[Text Word] OR biopharmaceutical formulation[Text Word] OR protein 
formulation[Text Word] OR biothe rapeutic formulations[Text Word] OR antibody[Text 
Word]). 
V pregled smo želeli vključiti članke, ki so v celoti dostopni v angleškem jeziku, zato smo 
uporabili sito »english«.  
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3.2. IZBOR RAZISKAV  
V elektronski bazi podatkov PubMed smo našli 267 in v podatkovni bazi Web of Science 
491 zapisov. Raziskave sm o pregledali glede na naslov, povzetek in vsebino (rezultati in 
razprave) ter v sistematični pregled vključili tiste, ki so ustrezale vključitvenim kriterijem  
in so bile objavljene do konca februarja 2020. Iz sistematičnega pregleda smo izključili 
raziskave, ki niso ustrezale vključitvenim kriterijem ter raziskave, ki so ustrezale 
izključitvenim kriterijem . Prav tako smo izključili objave, ki niso bile v angleškem jeziku. 
Proces izbora raziskav je potekal po stopnjah, ki so prikazane na Sliki 6 . 
Vključitveni kriteriji: v sistematični pregled raziskav smo vključili raziskave, kjer so 
proučevali oksidativno razgradnjo polisorbatov 20 in 80  v tekočih farmacevtskih oblikah.  
Odločili smo se, da raziskave omejimo na tiste, kjer so proučevali dejavnike, ki povzročajo 
oksidativne reakcije v polisorbatih ter na raziskave, kjer so proučevali razpadne produkte ,  
ki nastanejo pri oksidaciji polisorbatov v tekočih farmacevtskih oblikah. Hkrati smo 
preverili, katere analizne instrumentalne metode so bile uporabljene za detekcijo in 
kvantifikacijo razpadnih produktov.  
Izključitveni kriteriji: iz sistematičnega pregleda raziskav smo izk ljučili objave, ki so 





Slika 6: Proces izbora raziskav.  
3.3. IZBOR PODATKOV  
Najprej smo za vsako raziskavo, ki je ustrezala vključitvenim kriterijem, izpisali leto 
publikacije  in državo, v kateri je bila posamezna raziskava izvedena. Nato smo v članku 
poiskali sledeče informacije: prvi avtor, namen, dejavnike oksidacije v PS, nastale 
razpadne produkte oksidacije v PS ter referenco. Pri vsaki raziskavi smo zapisali tudi 
uporabljeno analizno instrumentalno metodo za detekcijo / kvantifikacijo razpadnih 




Z zgoraj opisanim iskalnim nizom smo pri pregledu podatkovne baze PubMed dobili 267 
zadetkov in pri pregledu podatkovne baze Web of Science 491 zadetkov. Izločili smo 
objave, ki so bile objavljene pred letom 2010 ter objave, ki niso bile napisane v anglešk em  
jeziku. Obseg zadetkov v podatkovni zbirki PubMed se je zmanjšal na 186 objav, v Web of 
Science pa na 363 objav. Pri pregledu člankov po naslovih smo izključili študije, ki niso 
vključevale vpliva na PS, študije, ki niso vključevale oksidacijskih reakcij in študije, ki so 
vključevale trdne farmacevtske oblike. V tem koraku se je obseg zmanjšal na 104 objave v 
podatkovni zbirki PubMed in na 176 objav v podatkovni zbirki Web of Science. Pri 
pregledu objav po povzetkih smo izključili objave , ki so ustrezale izključitvenim  kriterijem  
in ki niso ustrezale vključitvenim kriterijem. Tako je znašal obseg zadetkov v podatkovni 
zbirki PubMed 62 in v podatkovni zbirki Web of Science 107 objav.  Po združitvi ustreznih 
objav iz obeh podatkovnih zbirk smo ugotovili, da se je 56 objav v obeh podatkovnih 
zbirkah podvojilo, zato smo dvojnike izločili. V  zadnjem koraku pregleda ustreznosti 
vključitvenih in izključitvenih kriterijev smo pregledali objave po vsebini (rezultati in 
razprave) in tako izključili 96 člankov, ki niso ustrezali. Na koncu smo prišli na 17 objav, 
ki so bile primerne za vključitev v sistematični pregled literature.  
Najprej smo raziskave analizirali glede na leto publikacije in na državo, kjer je bila  
raziskava izvedena. Nato smo predstavili rezultate raz iskav, ki smo jih dobili po pregledu 
celotnih člankov. Za večjo preglednost smo rezultate predstavili v preglednici  (preglednica 
II). 
4.1. ANALIZA RAZISKAV GLEDE NA LETO PUBLIKACIJE  
Slika 7 prikazuje analizo raziskav glede na leto publikacije. Raziskave, ki smo jih vključili 
v sistematični pregled literature, so bile objavljene v obdobju od leta 2010 do vključno leta  
2020. Največje število objav je bilo leta 2018,  in sicer 6, sledi le to 2019 s tremi objavami. 
Od leta 2010 do 2012 ter od leta 2015 do 2017 so bile objavljene od ena do dve raziskavi. 
Med letoma 2013 in 2014 ni bilo objavljenih raziskav, ki bi bile primerne za našo 
raziskavo. Iz leta 2020 ni nobene vključene raziskave, saj se je sistematični pregled 




Slika 7: Število raziskav glede na leto publikacije.  
4.2. ANALIZA RAZISKAV GLEDE NA DRŽAVO, KJER JE BILA 
RAZISKAVA IZVEDENA  
Slika 8 prikazuje analizo raziskav glede na državo, kjer je bila raziskava izvedena. Največ 
izvedenih raziskav je bilo v Združenih državah Amerike, in sicer 12. Sledi Nemčija, kjer so 
izvedli 4 raziskave. Ena raziskava pa je bila opravljena v Švici.  
 









































4.3. PREGLED RAZISKAV 
Po sistematičnemu pregledu izbranih raziskav smo ugotovili, da je najbolj pogosto 
preučevan dejavnik oksidacije v polisorbatih svetloba (devet raziskav). Sledi prisotnost 
kisika, ki je bil preučevan v šestih študijah. V petih raziskavah so kot povzročitelja  
oksidacije v polisorbatih opredelili sobno temperaturo (20-25 °C), povišano temperaturo 
(40 °C in 50 °C), dodatek modelnega oksidanta AAPH  ter kovinskih ionov (Fe2+, Fe3+, 
Cu2+). V posamezni raziskavi je bil preučevan vpliv prisotnosti peroksidov, pufra L-
histidin, odsotnost pufra L-histidin, prisotnost peroksidov v vhodni surovini, vpliv 
nepravilno pripravljenih površin iz nerjavečega jekla ter prekomernega razmerja med 
površino in prostornino (slika 9).  
  
Slika 9: Prikaz dejavnikov oksidacije v PS. 
V pregledani literaturi smo opazili, da so kot produkte oksidacije polisorbatov v največji 
meri določili perokside (trinajst raziskav). V dvanajstih raziskavah so kot razpadne 
produkte opredelili proste maščobne kisline. Sledijo aldehidi, ki so bili omenjeni v šestih 
člankih in ketoni v petih člankih. V treh raziskavah so odkrili alkane, oksidirane maščobne 
kisline, estre maščobnih kislin, epokside in kratkoverižne maščobne kisline.  Kratkoverižni 




























oksidacijske produkte polisorbatov: dikarboksilne maščobne kisline, aldehidne derivate 
estrov prostih maščobnih kislin, alkohole, laktone in trans-maščobne kisline (slika 10). 
 
Slika 10: Prikaz razpadnih produktov oksidacije PS. 
Dodatno smo želeli ugotoviti, katere analizne instrumentalne metode so bile uporabljene za 
detekcijo oziroma kvantifikacijo razpadnih produktov. Najbolj pogosto uporabljene so bile  
metode, ki so bile osnovane na tehniki tekočinske kromatografije (HPLC oziroma 
UHPLC). Le-te so bile sklopljene z različnimi detektorji, kot sta na primer optični detektor 
s sipanjem svetlobe (ang. »Evaporative Light Scattering D etector«, ELSD) in detektor 
nabitega aerosola (ang. »Charched Aerosol Detector«, CAD). Zelo pogosto uporabljena 
metoda je bila tudi tekočinska kromatografija  sklopljena z masno spektrometrijo  (HPLC-
MS). Sledijo metode, ki so bile uporabljene za določanje vsebnosti peroksida in metoda 
jedrske magnetne resonance (ang. »Nuclear Magnetic Resonance«, NMR). V manjši meri 
so bile uporabljene metode, ki so temeljile na tehniki plinske kromatografije (ang. »Gas 
Chromatography«, GC) in so bile sklopljene z masno spektrometrijo  (ang. »Mass 
Spectrometry«, MS). Omenjena je tudi uporaba elektronske paramagnetne resonance (ang. 
































Slika 11: Število analiznih metod za detekcijo / kvantifikacijo razpadnih produktov glede 




Preglednica II: Rezultati raziskav povzročiteljev oksidacije v PS, njihovih razpadnih produktov ter uporabljenih analiznih instrumentalnih 






Dejavniki oksidacije v 
PS 
Nastali razpadni 
produkti oksidacije PS 
Uporabljena analizna 
instrumentalna metoda za detekcijo 
/ kvantifikacijo razpadnih 
produktov 
Referenca 
Kishore R. S. 
K., 2010, Švica 
Preučiti mehanizme razgradnje PS 20 in 








GC-MS, NMR, HPLC/ELSD, FOXII 
test (določanje peroksida). 7 
Lam X. M., 
2011, ZDA 
Raziskati oksidacijo triptofana, ki vodi 
do atipične razgradnje proteina, 
formuliranega s PS 20. 
Svetloba, kisik, 
povišana temperatura 
(20-25 °C), kovinski 
ioni (Fe2+, Fe3+). 
Peroksidi. Fluorescenčna metoda (Amplex® Red Peroxidase test), EPR. 16 
Agarkhed M., 
2012, ZDA 




temperatura (25-50 °C). Peroksidi. 
Pierce® Quantitative Peroxide Assay 
Kit (določanje peroksida). 17 
Singh S. R., 
2012, ZDA 
Ugotoviti, ali kakovost (razred / 
prodajalec) PS vpliva na fotostabilnost 
formulacije monoklonskih protiteles 
(IgG1), ki vsebujejo PS 80. 
Svetloba. Peroksidi. HPLC-MS/MS 18 
 
 20 
Ilko D., 2015, 
Nemčija 
Razvoj alternativne metode za določanje 







HPLC-CAD, HPLC-MS/MS. 19 
Borisov O. V., 
2015, ZDA 
Preučiti oksidativno razgradnjo PS s 
tekočinsko kromatografijo sklopljeno z 
masno spektrometrijo. 









Raziskati mehanizme razgradnje PS 20 z 
namenom razlikovanja poti hidrolize in 
oksidacije. 
Dodatek AAPH pri  
40 °C. 








Trendi analitične karakterizacije PS in 
njihovih razgradnih produktov v 
biofarmacevtskih formulacijah. 
Ob prisotnosti kisika z 










Kvantifikacija peroksidov: UV-VIS, 
Fluorescenčna metoda (Amplex® 
Red); 
Identifikacija FFA: RP-HPLC/ESI-
MS; Kvantifikacija FFA in estrov 
maščobnih kislin: RP-(U)HPLC/ESI-
MS, RP-HPLC/ESI-MS;  
Kvantifikacija majhnih molekul, 
hlapnih snovi: GC-MS, SBSE/GC-MS; 
Detekcija in kvantifikacija vrst 
povezanih s PS: RP-HPLC/ELSD, 
MM-SPE-HPLC/ELSD, SPE/RP-
HPLC/ELSD, RP-HPLC/CAD; 
Identifikacija vrst povezanih s PS in 
relativna kvantifikacija: NMR (1H, 
13C), NMR (1H, 13C, 1H, COSY, 




Raziskati vpliv L-histidina na stabilnost 
PS 20 v vodnih raztopinah, podvrženim 
prisilni oksidaciji in pospešenim 
testiranjem stabilnosti. 
Dodatek AAPH pri  









Jones M. T., 
2018, ZDA 
Predstavljena je najnovejša literatura, ki 
podrobno opisuje nekatere težave, 
povezane z uporabo PS 80 in PS 20 v 
proteinskih formulacijah. Na podlagi 
tega znanja je predlagana razvojna 
strategija, ki vodi v strategijo nadzora 
nad PS v proteinskih formulacijah. 
Prisotnost peroksidov v 
surovini, prisotnost 
kovin, izpostavljenost 
svetlobi in kisiku. 
Peroksidi, estri 
maščobnih kislin, 
aldehidi, ketoni, kisline, 
proste maščobne kisline, 
alkani. 
LC-ELSD, MM-ELSD. 8 
Dahotre S., 
2018, ZDA 
Novi markerji za sledenje oksidativne 




Aldehidni derivati estrov 
prostih maščobnih kislin, 
proste maščobne kisline. 
RP-(U)HPLC/ESI-MS, MM-ELSD. 23 
He Y., 2018, 
ZDA 
Predstavitev metodologije za 
karakterizacijo heterogenosti in 
stabilnosti PS v terapevtski proteinski 
formulaciji. Metoda zajema on-line 
spajanje kolone hidrofobne interakcijske 
kromatografije (HIC) z reverzno fazno 
tekočinsko kromatografijo (RPLC) in 
detekcijo CAD / MS. 
Dodatek AAPH pri  
37 °C. 
POE sorbitan okso-
nonanoat, POE izosorbid 
monolinoleat, POE 
monooleat, POE sorbitan 
di-oleat. 





G., 2018, ZDA 
Vpliv izpostavljenosti nerjavečega jekla 
na oksidacijo PS 80 v placebu s 
histidinskim pufrom in aktivnih 
monoklonskih protitelesih. 
Fe2+, Fe3+, sobna 
temperatura (25 °C), 
nepravilno pripravljene 
površine iz nerjavečega 
jekla, prekomerno 
razmerje med površino 








Razgradnja PS v bioterapevtskih 
formulacijah: splošni pregled razgradnje 
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5. RAZPRAVA  
5.1. PREGLED RAZISKAV GLEDE NA DEJAVNIKE OKSIDACIJE V 
PS 
V magistrskem delu smo obravnavali 17 raziskav, vendar so le v 16 raziskavah  preučevali 
dejavnike oksidacije v PS  20 in / ali PS 80. Na splošno opazimo, da je svetloba najbolj 
pogost dejavnik, ki povzroča  oksidacijo PS. Sledijo prisotnost kisika, kovinski ioni (Fe2+, 
Fe3+, Cu2+), dodatek AAPH pri različnih temperaturah , sobna ter povišana temperatura.  
Glede na izsledke raziskav pripomorejo k tvorbi oksidacije PS tudi prisotnost peroksidov, 
vpliv pufra z L-histidinom, odsotnost pufra z L-histidinom, prisotnost peroksidov v vhodni 
surovini, vpliv nepravilno pripravljenih površin iz nerjavečega jekla ter prekomerno 
razmerje med površino in prostornino.  
Kot je skladno z ugotovitvami raziskav, svetloba negativno vpliva na stabilnost PS. Lam in 
sod. so opazili, da se pri nekontroliranih pogojih shranjevanja PS 20 (izpostavljeno 
svetlobi in kisiku) koncentracija peroksidov poveča  za 4-krat (16). Prav tako so Agarkhed 
in sod., na vzorcih, ki so bili izpostavljeni svetlobi, opazili povečano vsebnost peroksida, 
ki se je povečevala z zvišanjem koncentracije PS 80 v vzorcu (17). Rezidualni peroksidi v 
PS 80 in tvorba peroksida zaradi izpostavljenosti svetlobi so zaskrbljujoči z vid ika 
fotostabilnosti formulacije (18). 
Agarkhed in sod. so vzorce z monoklonskimi protitelesi (mAb) in različnimi vsebnostmi  
PS 80 izpostavili svetlobi. Posledično je bil najbolj moten vzorec, ki je vseboval največji 
delež PS 80 (1,00 %). Vendar pa je vsebnost PS 80 po izpostavljen osti svetlobe ostala  
nespremenjena. Kot posledica izpostavljenosti svetlobe se je zmanjšala vsebnost 
proteinskega monomera za približno 5 %, vendar je bil ta padec neodvisen od 
koncentracije PS 80. Ugotovili so, da je bilo zmanjšanje monomera posledica agregacije  
proteina (17). Zmanjšanje odstotka monomera so opazili tudi Singh  S. R. in sod., medtem  
ko se je odstotek vrst nizke molekulske mase (LMWS)  proteinskega monomera in odstotek  
vrst visoke molekulske mase (HMWS) proteinskega monomera povečal kot posledica 
izpostavljenosti svetlobi.  Odstotek LMWS in odstotek HMWS sta bila najnižja v vzorcih, 
ki so bili izpostavljeni svetlobi, formulirani z ultračistim  PS 80 iz Mallinckrodt Bakerja  
(MBaker) in najvišji v vzorcih formuliranih z razredom čistosti NF MBaker. Prav tako so 
določili vsebnost rezidualnega peroksida v PS iz različnih virov, ki se je razlikovala zaradi 
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možnih razlik v proizvodnih in čistilnih postopkih, pakiranju ter skladiščenju. Ravni drugih 
nečistoč in sestava PS 80 se lahko razlikujejo glede na razred čistosti in prodajalca PS 80 
(18).  
V raziskavi, ki jo je opravil Prajapati I. s sod., so izpostavili  formulacije svetlobi, ki so 
vsebovale PS 80 in opazili cis / trans izomerizac ijo nenasičenih sestavnih delov PS 80, 
kadar so bila prisotna monoklonska protitelesa, vendar ne v njihovi odsotnosti. Ta pot je 
verjetno vključevala reduktivno cepitev disulfidnih vezi s foto -induciranim prenosom  
elektronov iz triptofana (Trp), pri čemer so nastali tioilni radikali. Pomembno je, da se je 
foto-inducirana cis / trans izomerizacija pojavila pri valovnih dolžinah  svetlobe, vključno z 
valovno dolžino UV svetlobe, ki so prisotne v fluorescenčni svetlobi v zaprtih prostorih. 
Analiza prostih maščobnih kislin je pokazala , da PS 80 lahko vsebuje pomembne količine 
maščobnih kislin s konjugiranimi dvojnimi vezmi, kot so npr. oktadeka -9,11-dienojska 
kislina (rumena kislina) in / ali -oktadeka-10,12-dienska kislina. Predvidevajo, da 
prisotnost maščobnih kislin s konjugiranim i dvojnimi vezmi zavira učinek na reakcije cis / 
trans izomerizacije, ki jih povzročajo izpostavljenost mAb  in N-acetiltriptofanamida / 
glutation disulfida (NATA / GSSG) svetlobi v eksperimentalnih pogojih, čeprav so na 
splošno maščobne kisline s konjugiranimi dvojnimi vezmi občutljive na oksidacijo. 
Različne serije PS 80 vsebujejo različne količine linolne kisline in konjugirane linolne 
kisline. Ni znano, v kolikšni meri so te razlike posledica raz ličnih serij ali staranja PS 80  
(29).  
Prav tako so poročali o linearni odvisnosti hitrostne konstante za odvzem vodika s 
peroksilnimi radikali iz polinenasičenih maščobnih kislinod števila bisalilnih metilenskih 
skupin. Odvzem vodika iz bisalilnih metilenskih skupin vodi do nastanka pe ntadienilnih 
radikalov. Linolna kislina vsebuje dve nekonjugirani dvojni vezi in eno bisalilno 
metilensko skupino. Konjugirane linolne kisline (ang. »Conjugated Linoleic Acid«, CLA) 
vsebujejo metilenske skupine na vsakem mestu konjugiranega sistema dvojnih vezi, pri 
čemer bi odtegnitev vodika povzročila nastanek pentadienilnih radikalov. Pričakovano je  
CLA občutljiva na oksidacijo, ki je primerljiva z  dovzetnostjo linolne kisline, ki je  
oksidacijsko zelo občutljiva polinenasičena maščobna kislina. Kljub temu, da lahko 
upočasnijo cis / trans izomerizacijske reakcije, CLA predstavljajo pomembne tarče za 
nastanek radikalov in izvor oksidacijskih reakcij . Možnost radikalsko povzročene cis / 
trans izomerizacije mono- in polinenasičenih maščobnih kislin v PS 80 je pomembna iz  
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naslednjih razlogov: pojav trans maščobnih kislin v formulacijah, bodisi v PS estrih ali 
prostih maščobnih kislinah, lahko služi kot pokazatelj za vmesno tvorbo radikalov med 
proizvodnjo in / ali skladiščenjem ter  kemične in fizikalne lastnosti PS 80 , ki se lahko 
spremenijo po nastanku trans maščobnih kislin  (29). 
V treh raziskavah so ugotovili,  da je razgradnja PS izrazitejša pri višji temperaturi (7,8,26). 
Kishore R. S. K. in sod. so spremljali razgradnjo PS v tekočih formulacijah proteinov pri 
različnih temperaturah, in opazili, da pri 5 °C vpliv na PS 20 in PS 80 ni bil tako izrazit, pri 
25 °C pa se je vsebnost PS 80 znatno zmanjšala  (7). Prav tako so Dwivedi M. in sod. 
poročali, da je bila stopnja oksidacije PS 80 pri 40 °C višja, kar kaže na temperaturno 
odvisnost oksidacijske reakcije  (26). Obseg razgradnje PS pri višji temperaturi je bil bolj 
izrazit pri placebo raztopinah (brez proteinov), kot v formulacijah, ki so vsebovale proteine  
(7). Raziskava, ki so jo opravili Jones M. T. in sod., poroča o nestabilnosti mAb med 
shranjevanjem tako v smislu oksidacije kot agregacije zaradi vpliva temperature. Vendar 
pa so v vzorcih brez PS 80 ali PS 20 opazili znatno nižjo oksidacijo (8), kar kaže na 
negativen učinek nenasičenih maščobnih kislin v PS. 
Agarkhed M. in sod. so izpostavili raztopine monoklonskih protiteles in PS 80 različnih 
koncentracij stresnim testom. P ri pogojih 25 °C in 40 °C po 4 tednih PS 80 ni pokazal 
negativnega učinka do 0,10 % koncentracije. Pri višji koncentraciji (1,00 %) so opazili 
zmanjšanje vsebnosti proteinskega monomera (posledica povečanja proteinskih agregatov) 
in povečano spremembo profila vrha  proteina v kromatogramu ionsko izmenjevalne 
kromatografije. Pri 50 °C pa so z večanjem koncentracije polisorbata  po 4 tednih opazili 
povečanje motnosti, zmanjšanje vsebnosti proteinskega monomera (kot posledica 
povečanja proteinskih agregatov) in povečano spremembo profila vrha proteina v 
kromatogramu ionsko izmenjevalne kromatografije . PS 80 v koncentraciji 0,01 %, 
uporabljen v formulaciji mAb , ni imel škodljivega učinka na toplotno- ali fotostabilnost. 
Koncentracija PS 80 v vrednosti 1,00  % pa poslabša toplotno- in fotostabilnost m Ab1 (17).  
Dahotre S. in sod. poročajo o močnem  zmanjšanju vsebnosti PS, ki je bilo opazno po 18 
mesecih pri 2-8 °C. Rezultati so pokazali, da je pri razgradnji PS potreben čas. 
Raziskovalci menijo, da se to običajno zgodi pri reakcijah avtooksidacije, za katere je treba 
ustvariti mejno količino radikalov  (7,23), ki nastajajo ob prisotnosti svetlobe ali toplote, da 
se sproži opazna razgradnja (23). Pri raziskavi, ki so jo opravili Dwivedi M. in sod. , je bila  
količina oksidiranega proteina po 22 mesecih pri 5 °C precej večja kot pri 40 °C. To so 
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pripisali razgradljivi naravi peroksidov, zlasti pri višjih temperaturah, saj so peroksidi pri 
nižjih temperaturah dalj časa stabilni in počasi oksidirajo protein (26). 
Dwivedi M. in sod. so ugotovili, da pri skladiščenju PS 80 lahko pride do kopičenja  
peroksida (26), zato je PS 80 priporočljivo shranjevati pod dušikovo atmosfero, da se 
prepreči oksidativna razgradnja  (6,7,8,26). Študija je pokazala nagnjenost peroksidov k 
hitri razgradnji, kar je privedlo do določene količine variabilnosti pri merjenju vsebnosti 
peroksida. Približno 45 % proteina se je oksidiralo pod vplivom svetlobe, zraka in pri 40 
°C. Oksidacija z zrakom je bila izrazitejša v primeru skladiščenja raztopine kot pa pri 
liofiliz iranih oblikah. Oksidacija se je nadalje zmanjšala ob skladiščenju pod dušikovo 
atmosfero (26). 
V raziskavi, ki so jo izvedli Jones M.T. in sod., menijo, da je prvi element nadzora treba 
uporabiti na stopnji surovin. Namen tega je izdelava izdelka s primerno kakovostjo 
površinsko aktivne snovi. Pri surovini PS v vsebniku za enkratno uporabo zaščiteni z 
dušikovo atmosfero bomo zmanjšali verjetnost nastanka peroksida in oksidativne 
razgradnje. V primeru večodmernega vsebnika je treba vzpostaviti inertno atmosfero v 
nadprostoru in / ali določiti obdobje ponovnega testiranja kakovosti surovine  (8). 
Martos A. in sod. poročajo, da morajo biti surovine PS shranjene pri sobni temperaturi ali 
nižji temperaturi, zaščiteni pred svetlobo in v tesno zaprti posodi v dušikovi atmosferi, da 
se prepreči izpostavljenost kisiku . Izogibati se je treba dolgoročnemu skladiščenju 
razredčenih raztopin PS, ker višji difuzijski koeficient olajša kaskadno oksidacijsko 
širjenje. Priporočajo redne nadzore kakovosti (npr. nadzor med postopkom) in določitev 
ustreznih datumov poteka roka uporabe, da se ohrani celovitost surovine PS (6). 
Pri raziskavi, ki so jo opravili Lam X. M. in sod. , so ugotovili, da prisotnost kovinskih 
ionov lahko povzroči tvorbo radikalov. Ob dodatku etilendiamintetraocetne kisline 
(EDTA) so z njenimi kovinsko-kelatnimi lastnostmi omejili oksidacijo z odstranjevanjem  
kovinskih ionov, ki so prisotni v proteinski raztopini ( 16). 
V dveh ločenih raziskavah menijo, da je glavni vzrok za razgradnjo PS 80 v histidinskem  
pufru oksidacija s kovinsko katalizo (25,27). Gopalrathnam G. in sod. poročajo, da sta tako  
Fe2+ kot Fe3+ povzročila oksidacijo PS 80. Pri pufrskih raztopinah , ki vsebujejo samo 
natrijev citrat ali histidinski pufer, ki vsebuje EDTA dinatrijevo sol (Na2EDTA) ali natrijev 
citrat, takega odziva ni bilo. Predvidevajo, da so povišane vrednosti Fe2+ in / ali Fe3+ in 
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povišana temperatura (25 °C) pospešile proces razgradnje PS 80 (25). Kranz W. in sod. 
menijo, da je zaščitni učinek EDTA na stabilnost PS med študijami prisilne razgradnje v 
histidinskem pufru (brez in z dodanim Fe 2+) nakazal, da so kovine v sledovih glavni vzrok 
za oksidacijo PS v histidinskem pufru (27). Oksidacija PS 80 se je v pufru (placebo) 
pojavila hitro, pri formulacijah s protitelesi pa počasneje, kar kaže na zaščitne učinke 
proteina (25), kot so že poročali drugi (7). 
Kranz W. in sod. poročajo, da je bila zaznana oksidacija PS v acetatnem pufru, povzročena 
s peroksidom , medtem ko je histidin učinkovito zaščitil PS pred oksidacijo, ki jo je  
povzročil peroksid. Po drugi strani pa so pri kontrolnih vzorcih histidinskega pufra opazili 
oksidacijo PS brez dodanega oksidativnega sredstva. Kontaminanti, ki  so v formulacijah v 
različnih koncentracijah v sledovih, na primer v pomožnih snoveh, kot sta histidin in sam  
material PS, lahko igrajo ključno vlogo  pri nagnjenosti PS k oksidativni razgradnji (27). 
Zhang L. in sod. so prišli do zaključka, da je degradacija PS 20 potekala bistveno hitreje v 
natrijevem acetatu v primerjavi z acetatnim pufrom L-histidina (L-His). Monoestri z 
daljšimi verigami maščobnih kislin so se razgradili hitreje kot monoestri s kra tkimi 
verigami maščobnih kislin. L-His je zavrl oksidativno razgradnjo, povzročeno z 2,2′-
azobis(2-amidinopropan) hidrokloridom (AAPH) vseh vrst PS 20 estrov. Dejstvo, da 
acetatni proti ioni lahko med razpadom, ki ga povzročajo peroksilni radikali, prepreči 
zaščitni učinek L-His, je pomembna podrobnost, kar kaže na kompleksno vlogo 
komponent pufra na kemično stabilnost pomožnih snovi. Razgradnjo PS z eksogenimi 
peroksilnimi radikali (iz AAPH) lahko inhibira L-His, kar je racionalizirano z 
reverzibilnim dodajanjem teh peroksilnih radikalov L-His (22).  
V raziskavi, ki so jo opravili Gopalrathnam G. in sod. , so preverjali vpliv izpostavljenosti 
nerjavečemu jeklu na oksidacijo PS 80. Znanstveniki poročajo, da v histidinskem pufru (s 
proteini ali brez) v steklenih vsebnikih ali plastičnih vrečkah ni bilo opaziti večje 
razgradnje PS 80, saj ni bilo priso tnega stika z nerjavečim jeklom  (25). 
Borisov O. V. in sod. poročajo, da so se hitrostne konstante razgradnje PS 80 po dodatku 
AAPH linearno povečevale s številom estrov maščobnih kislin na molekulo POE sorbitana 
(POE sorbitan mono-, di-, tri-oleat). Pri razgradnji PS 80 je po dodatku AAPH 
prevladovala oksidacija na  repu oleinske kisline (20). 
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Zgang L. in sod. so izpostavili PS 20 AAPH pri pH 7,0, kar je vodilo do zmanjšanja vseh 
glavnih lavratov (POE-sorbitan lavrat, POE-izosorbid lavrat, POE-lavrat); vendar je bilo 
zmanjšanje izrazitejše pri di-lavratih in lavratih višjega reda (tri- in tetra-). Sočasno je  
cepitev verig POE povzročila različne produkte razgradnje s kratkim i verigami POE.  
Odsotnost hidrolizne razgradnje pri pH 7,0 je pokazala, da razgradnja PS 20, ki jo je  
povzročil AAPH pri pH 7,0, poteka z oksidacijo. Učinkovitost oksidacijske degradacije   
di-, tri- in tetra-lavratov z AAPH pri pH 7,0 je bila hitrejša kot p ri alkalnih pogojih pri pH 
11,0. Oksidacija lavrata PS 20 je povzročila nastanek prostih maščobnih kislin. Ker je bila  
spontana hidroliza pri pH 7,0 minimalna, so prosto lavrinsko kislino, ki nastane med 
izpostavljenostjo AAPH raztopini lavrata PS 20 p ri pH 7,0, pripisali oksidaciji. Podobno 
kot pri pospešenih pogojih pri 40 °C je izpostavljenost PS 20 AAPH pri 5 °C privedla do 
tvorbe oksidacijskih produktov s kratko verigo POE (EO = 2 ~ 10) in prosto lavrinsko 
kislino, le s počasnejšo hitrostjo (21). 
V ločeni raziskavi je Zhang L. s sod. poročal o termičn i razgradnji PS z AAPH, kjer so 
nastajali peroksilni in alkoksilni radikali. Največja razgradnja je bila posledica inkubacije z  
1,5 mM AAPH 24 ur, zlasti za estre z daljšim i verigami maščobnih kislin (C14 - C18) in 
nenasičenostjo (ester C18:1). Razgradnjo PS so povzročili predvsem peroksilni radikali, ki 
so izhajali iz AAPH, medtem ko so imeli alkoksilni radikali manj pomembno vlogo pri 
začetku razgradnje PS (22). 
Po dodatku AAPH je v PS 80 prišlo do delne izgube vseh opredeljenih zvrsti, poročajo 
Larson N. R. in sod.. Več dvojnih vezi v verigi PS 80 maščobnih kislin je povzročilo 
povečane izgube. Di-substituirana vrsta PS 80 z oleinsko kislino v enem položaju in 
stearinska, oleinska, linolna ali linolenska, (18: 0, 18: 1, 18: 2, 18: 3 - ogljiki:dvojne vezi) 
na drugem kažejo trend upadanja preostalega dela. Ko se število substituentov oleinskih 
kislin v skupinah glav sorbitana poveča z 1 na 3, se izguba poveča. Oksidacija PS 80 je 
povzročila široko paleto produktov, ki izvirajo iz oksidacije dvojnih vezi ali alilnih in 
bisalilnih metilenskih skupin, prisotnih na maščobnih kislinah (npr. oleinska kislina, 
lineoleinska kislina) ali oksidacije verig POE. Opazili so tudi premik na manjše povprečno 
število enot POE, ki nastanejo zaradi oksidativne  cepitve verig POE (28). 
Študije so pokazale različno razgradnjo PS 80 v placebu v primerjavi s proteinsko 
formulacijo (7,24,25). Pri večini komponent PS 80 v formulaciji z mAb ni bilo očitnih 
sprememb. Do pomembne razgradnje je prišlo na hidrofobnih delih PS 80 (kot so POE 
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sorbitan mono-, di-, tri-estri itd.) v placebu. Oksidacija razkroja hidrofobnga dela PS 80 je  
odvisna od koncentracije mAb v formulaciji. Razgradnja PS 80 v placebu je veliko hitrejša 
kot v formulaciji, ki vsebuje mAb, zlasti za najbolj h idrofobne sestavine PS80 (POE 
sorbitan tetra oleat itd.). Znanstveniki menijo, da  je hitrost razgradnje PS 80 v formulaciji 
mAb obratno sorazmerna koncentraciji mAb. Številne aminokisline mAb (metionin, 
triptofan, tirozin, histidin in cistein) so dovzetne za oksidacijo. mAb lahko prepreči 
avtooksidacijo PS 80 preko kompetitivnega mehanizma (24). 
5.2. PREGLED RAZISKAV GLEDE NA NASTALE RAZPADNE 
PRODUKTE OKSIDACIJE V PS 
Pri sistematičnem pregledu literature smo  obravnavali 17 raziskav, vendar so le v 16 
raziskavah preučevali omenjene nastale razpadne produkte oksidacije v P S. Najbolj 
pogosto omenjeni so peroksidi in proste maščobne kisline . Sledijo aldehidi in ketoni ter 
alkani, oksidirane maščobne kisline, estr i maščobnih kislin, epoksidi, kratkoverižne 
maščobne kisline in kratkoverižni POE . V posamezni raziskavi lahko zasledimo 
dikarboksilne maščobne kisline, aldehidne derivate estrov prostih maščobnih kislin, 
alkohole, laktone in trans-maščobne kisline.  
Kishore R. S. K. in sod. so ugotovili, da je bila k oncentracija peroksidov višja v vzorcih, ki 
so vsebovali PS 80, v primerjavi s PS 20. Primarni produkti oksidacije so bili večinoma 
posledica nesorazmernih reakcij peroksi lnih radikalov na terminalni enoti ali na predzadnji 
enoti POE ali verižne reakcije na oleinskem, linolnem in linolenskem delu. Olefinski deli 
so bili bolj dovzetni za radikalne reakcije ( 7). Produkti razgradnje (peroksidi) lahko 
posledično povzročijo oksidacijo in združevanje proteinov v formulaciji , poročajo Jones 
M. T. in sod. (8). Dwivedi M. in sod. so za večino farmacevtskih pomožnih snovi dokazali,  
da vsebujejo peroksid in hidroperoksid, vključno s PS 80. Vsebnost peroksida se je močno 
razlikovala (500 nmol/g - 8000 nmol/g) med različnimi prodajalc i, različnimi razredi in 
serijami (26).  
V članku, katerega avtorji so Ilko D. in sod., zasledimo, da so bili primarni produkti 
oksidacije nenasičenih maščobnih kislin hidroperoksidi, ki so nastali po odvzemu enega od 
alilnih vodikov preko radikalskega mehanizma. Pri oleinski kislini je hidroperoksidna 
skupina vnesena na C8 ali C11. Identificirali so dve maščobni kislini: petroselinska kislina 
(pozicijski izomer z dvojno vezjo oleinske kisline) in 11-hidroksi-9-oktadecenojska kislina 
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(produkt oksidacije oleinske kisline ). 11-hidroksi-9-oktadecenojska kislina je bila prisotna 
v različnih serijah proizvajalcev. To kaže na oksidativno razgradnjo med skladiščenjem, 
kar je dokazano, da vpliva na stabilnost aktivne farmacevtske sestavine  (19).  
V dveh raziskavah zasledimo na novo zaznan produk t oksidativne razgradnje PS  80. 
Borisov O. V. in sod. ter He Y. in sod. poročajo o okso-nonanojski kislini (okso-C9:0), 
produktu oksidacije oleinske kisline , ki je nastala s cepitvijo ogljikove verige na položaju 
C9 (20, 24). Borisov O. V. in sod. menijo, da je bila primarna pot za razgradnjo PS 80 
oksidacija metilenske skupine ob dvojni vezi oleinske kisline. Pri PS 20, pri katerem je 
večina estrov z nasičenim i maščobnimi kislinami, je bila cepitev etra glavni mehanizem  
oksidativne razgradnje. Prisotnost estrov višjega razreda v PS 80 lahko bistveno pripomore 
k njegovi splošni razgradnji in celo k izgubi lastnosti, ki ščitijo formulacijo.  Stabilnost 
komponent PS 20 je bila odvisna od števila ogljikovih POE sorbitan estrov in njegovega 
vrstnega reda. Stopnja oksidativne razgradnje se je povečala z dolžino maščobnih kislin; 
POE sorbitanski diestri so razpadli bistveno hitreje v primerjavi z ustreznimi monoestri ob 
oksidativnem stresu (20). 
Gopalrathnam G. in sod. poročajo, da so glavno skupino neionskih površinsko aktivnih 
snovi oksidirale vrste radikalov, kar je povzročilo fragmentacijo in tvorbo acetaldehida, 
formaldehida, ocetne kisline, mravljinčne kisline in več fragmentov glavne skupine. Hkrati 
je radikalska zvrst oksidirala vse nenasičene maščobne kisline, pritrjene na glavno skupino, 
napadla vsa mesta nenasičenosti znotraj maščobnih kislin in vodila do različnih razgradnih 
in fragmentacijskih produktov (25). Dwivedi M. in sod. so dokazali, da čeprav oksidacija  
PS lahko povzroči nastanek številnih različnih kemičnih zvrsti zaradi različnih mest, ki jih 
je mogoče oksidirati, samo formulacije, ki vsebujejo PS 80, tvorijo aldehide in ketone, 
medtem ko v formulacijah s PS 20 nastajajo predvsem maščobne kisline in estri maščobnih 
kislin. Poleg tega se je izkazalo, da ima PS 80 večjo tendenco oksidacije kot PS 20  (26). 
Formaldehid ima vrelišče pri -19 °C; posledično večji del formaldehida , ki nastane z  
razgradnjo PS 20, po vsej verjetnosti izhlapi, menijo Dahotre S. in so d.. To se najverjetneje 
zgodi tudi pri mnogih drugih razpadnih produktih PS 20 (acetaldehid) (23). 
Nagnjenost k oksidaciji PS 80 so Dwivedi M. in sod. pripisali nenasičenosti (7) v njegovi 
alkilni verigi, ki je nagnjena k avtooksidaciji in tvorbi peroksida . PS 20 ne vsebuje 
nenasičenega ali za avtooksidacijo dovzetnega mesta. Skladno s tem, za razliko od PS 80 , 
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niso dokazali, da se je PS 20 opazno oksidiral ali sprožil nastanek peroksidov v 
formulacijah protiteles in s tem ogrožal kakovost izdelkov  (26). 
Dwivedi M. in sod. menijo, da prisotnost nečistot lahko privede do tvorbe delcev. 
Maščobne kisline ali ketoni z dolgimi verigami, kot je 12 -trikozanon, lahko privedejo do 
hitrejšega nastajanja delcev kot v njihovi odsotnosti. Pri tem znanstveniki postavlja jo 
vprašanje, katero kakovost PS je treba uporabiti, ne da bi pri tem izgubili ugodne 
stabilizacijske učinke PS  (26). Jones M. T. in sod. prav tako poročajo o nastanku delcev. 
Produkte razgradnje oksidacije (maščobne kisline in estri maščobnih kislin) so dodali v 
formulacijo mAb, shranjeno pri pospešenih pogojih 25 °C  in posledično je prišlo do 
nastanka delcev (8). 
Kranz W. in sod. so preučili kakovost različnih stopenj čistosti PS 20 in PS  80. Ultračisti 
PS so občutno hitreje degradirali kot oficinalni pri izpostavljenosti oksidativnemu stresu 
zaradi prisotnosti peroksida ali kovinskih ionov (Fe2+). Ultračisti PS 80 (≥ 98,0 % oleinske 
kisline) so bili zelo občutljiv i na oksidativno razgradnjo, kar kaže, da je treba potencialne 
dejavnike, ki povzročajo to pot razgradnje, natančno nadzorovati in bolje razumeti, če jih 
uporabljamo v biofarmacevtskih izdelkih . Poleg tega so za ultračiste PS 20 (≥  99,0 % 
lavrinske kisline) pričakovali boljšo stabilnost pri oksidativnemu stresu, ker ne vsebujejo 
večjih vsebnosti nenasičenih maščobnih kislin (27). 
Larson N. R. in sod. poročajo, da sta linolna in linolenska maščobna kislina bolj dovzetni 
za oksidativno razgradnjo kot oleinska kislina. Zato predvidevajo, da bo znižanje ravni 
linolne in linolenske maščobne kisline povzročilo, da bo PS 80 bolj robusten  za oksidativni 
stres (28). 
V treh raziskavah lahko opazimo zaščitni učinek PS 80 kljub izpostavitvi medfaznemu 
stresu (6,8,28). Jones M. T. in sod. so ob koncu poskusov tresenja z vzorci stabilnosti 
dokazali, da medfazni stres različnih mAbs v staranih vzorcih ni vplival  na stabilnost 
mAbs (8). Larson N. R. in sod. poročajo, da je med študijami mehanskega stresa (poskusi 
tresenja) PS 80 v prisotnosti mAb preprečil agregacijo pri koncentracijah, ki so bile nižje  
od 0,001 %. Pri koncentraciji 0,01 % PS 80, izpostavljenega hidrolizi,  pa ni bilo zaščitnega 
učinka za mAb. Koncentracija nedotaknjenega PS 80 je bila 0,006 %, hidroliziralo je 0,004 
%. Koncentracija nedotaknjenega PS 80 bi morala biti še vedno dovolj visoka, da bi 
preprečila agregacijo proteinov, saj je bil kontrolni PS 80 pri 0,001 % še vedno učinkovit 
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pri preprečevanju izgube monomerov. Oksidirani PS 80 je podobno zaščitil mAb kot 
kontrolni PS 80, kljub temu da je oksidiralo približno 40 % PS 80 (28). Martos A. in sod. 
so prišli do zaključka, da je PS 80 najprimernejše površinsko aktivno sredstvo za mAb  
proti mehanskim stresom v primerjavi z drugimi testiranimi površinsko aktivnim i snovmi.  
Za zaščito mAb pred mehanskimi obremenitvami je potrebna minimalna koncentracija vsaj 
0,005 % PS 80 (6). 
Jones M. T. in sod. prav tako menijo, da dodajanje prevelikih količin površinsko aktivnih 
snovi (~ 1,0 % PS 80) zaradi preprečevanja izgube ob degradaciji lahko v nekaterih 
primerih povzroči povečano oksidacijo zdravilne učinkovine (8).  
V raziskavi, ki so jo opravili Larson N. R. in sod. , so ugotovili, da je hidroliza PS 80 za 
formulacije protiteles bolj problematična kot oksidacija PS 80.  Pri hidrolizi PS 80 so edini 
produkti proste maščobne kisline, medtem ko ima oksidacija PS 80 več poti razgradnje, pri 
čemer so proste maščobne kisline manj pomemben razpadni produkt. Hidrolizirani PS 80 
je ustvaril več delcev in imel počasnejšo začetno hitrost  spremembe v površinski napetosti  
v primerjavi s kontrolnim in oksidiranim PS 80. Ker ima hidrolizirani PS 80 počasnejšo 
začetno hitrost spremembe površinske napetosti, se lahko večje koncentracije mAb 
absorbirajo na mejno površino in povzročijo hitrejšo medfazno agregacijo. Oksidirani PS 
80 je imel še vedno zaščitno funkcijo za mAb proti agregaciji (28). 
Razvoj nadzorne strategije za PS zahteva razumevanje vpliva na kakovost izdelka in 
zaščitne funkcije, razgradnjo površinsko aktivne snovi in sočasno zmanjšanje 
koncentracije in tvorbe razgradnih produktov.  Študije razvoja formulacije, ki vključujejo 
študije o oblikovanju eksperimenta o koncentraciji PS, študije stabilnosti in spremljanje 
nastajanja nevidnih delcev ter druge lastnosti kakovosti, so potr ebne za razumevanje 
nestabilnosti te pomožne snovi. B istvenega pomena za zmanjšanje oksidacije v surovini je  
nadzor nad nivojem peroksidov (8,16), vključno z uporabo zaščite pred svetlobo (rjavo 
steklo), skladiščenja pri 2–8 °C namesto v okoljskih pogojih  (7,8), uporabe strožjih 
specifikacij za peroksid v primerjavi z zahtevami EP / USP, zagotoviti, da se vsebniki s PS 
surovinami ne odpirajo večkrat brez uvedbe inertne atmosfere v nadprostoru vsebnika  
(6,7,8,26). Nadprostor pri PS surovini je treba prepihati, da se zmanjša količina kisika, npr. 
z dušikom (8). Treba je natančno pregledati kakovost in prodajalca te kritične pomožne 
snovi, da se zagotovi robustna, stabilna in učinkovita formulacija  (18). Surovine PS, ki pri 
2-8 °C že vsebujejo netopne snovi, se ne smejo uporabiti. Osnovne raztopine ali redčene 
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raztopine PS, ki se uporabljajo med proizvodnjo zdravilnih učinkovin ali zdravil, je vedno 
treba pripraviti sveže, takoj uporabiti in odstraniti po proizvodnji.  Potrebna je ustrezna 
strategija nadzora, ki vključuje enega ali več elementov nadzora surovin, testiranja med 
postopkom in nadzora proizvodnje. Poleg tega je za nadzor s sproščanjem in testiranjem  
stabilnosti treba poznati kritičnost pomožne snovi (8). 
L-His ima dvojni učinek na profil stabilnosti PS 20, saj ščiti pred oksidacijo, ki jo povzroči 
AAPH, vendar spodbuja oksidacijsko razgradnjo med pospešenim preskušanjem  
stabilnosti (22). Oksidacija s kovinsko katalizo (Fe 2+, Fe3+) v histidinskem pufru je vzrok 
za razgradnjo PS 80. Nepravilno pripravljene površine iz nerjavečega jekla, prekomerno 
razmerje med površino in prostornino ter prekomerna izpostavljenost svetlobi prav tako 
prispevajo k oksidaciji PS 80. Zdi se, da mehanizem razgradnje ni odvisen od razmerja 
med histidinom in PS 80, pH raztopine ali koncentracije pufra (25). Podatki podpirajo 
hipotezo o mejni vrednosti protitelesa za  preprečevanje oksidacije PS 80 (24,25). 
Oksidativna razgradnja je vplivala predvsem na PS 80 in skoraj zanemarljivo na PS 20. 
Oksidacija PS 80 je bila še posebej opazna v pogojih prisilne razgradnje z višjimi 
temperaturami (7,26), pri čemer so nastajali aldehidi kot razgradni produkti.  Trenutni 
glavni izziv je preprečevanje razgradnje PS in s tem izogibanje tvorbi delcev, ker trenutno 
ni na voljo nobene zamenjave površinsko aktivne snovi s podobnimi stabilizacijskimi 
učinki kot pri PS 20 in PS 80 (26). 
Izpostavljenost formulacije svetlobi, ki vsebuje PS 80 in mAb, je povzročila cis / trans 
izomerizacijo mono- in polinenasičenih maščobnih kislin (oleinske kisline, linolne in 
konjugirane linolne kisline). Prisotnost trans maščobnih kislin lahko spreminja fizikalno-
kemijske lastnosti micelov PS 80. Poleg tega lahko p risotnost trans maščobnih kislin služi 
kot merilo za tvorbo radikalov in reakcij v formulacijah (29). 
5.3. PREGLED RAZISKAV GLEDE NA UPORABLJENO ANALIZNO 
INSTRUMENTALNO METODO ZA DETEKCIJO / 
KVANTIFIKACIJO RAZPADNIH PRODUKTOV  
Pri sistematičnemu pregledu literature sm o pregledali tudi analizne instrumentalne metode, 
ki so jih znanstveniki uporabili za detekcijo ali kvantifikacijo razpadnih produktov PS.  V 
največji meri je bila uporabljena HPLC metoda, sklopljena z različnimi detektorji, kot so 
ELSD, CAD ali MS. Uporabljene so bile tudi kolorimetrične in flourescenčne metode za 
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določanje vsebnosti peroksida in NMR metode. V manjši meri smo zasledili GC tehniko 
sklopljeno z MS ter EPR tehniko.  
Leta 2015 je Ilko D. skupaj s sodelavc i razvil alternativno metodo za določanje sestave 
maščobnih kislin (HPLC -CAD). Metoda je primerna za analiziranje PS 40, PS 60 in PS 80, 
vendar ne za PS 20 (nezadostna občutljivost za detekcijo kratkoverižnih kislin) (19). 
Identifikacija aldehidnih derivatov estrov maščobnih kislin predstavlja priložnost za 
uporabo teh molekul predvsem kot markerje za oksidativno razgradnjo PS 20 , menijo 
Dahotre S. in sod.. Predstavljena analitična strategija predstavlja obetavno metodologijo za 
sledenje oksidacije PS, ki je ključna za zagotavljanje kakovosti izdelkov  v bioterapevtskih 
formulacijah (23). 
Izstopa raziskava, ki so jo opravili He Y. in sod., s katero so predstavili metodo za 
karakterizacijo heterogenosti in stabilnosti PS v tera pevtski proteinski formulaciji. Metoda 
zajema on-line spajanje kolone hidrofobne interakcijske kromatografije  (ang. 
»Hydrophobic Interaction Chromatography «, HIC) z reverzno fazno tekočinsko 
kromatografijo in detekcijo CAD / MS. Nizka koncentracija metanojske kisline in 
organskega topila v mobilni fazi omogoča uporabo kolone HIC za ločevanje majhnih 
molekul pomožnih snovi (vključno z glavnimi sestavinami PS) in velikih proteinskih 
molekul z mešanim mehanizmom kromatografije z ločevanjem po velikosti (SEC) in 
RPLC. Spajanje on-line HIC kolone z RPLC / CAD / MS je preprost in splošen pristop k 
ločevanju, detekciji in karakterizaciji večine PS komponent v terapevtskih formulacijah 
mAb. Metoda je uporabna za PS 80 in PS 20 v formulacijah mAb  (24).  
Kranz W . in sod. so prav tako uspešno razvili LC-CAD metodo, ki se je izkazala kot 
učinkovito orodje za spremljanje in razlikovanje encimske in oksidativne razgradnje v PS  
(27). 
V pregledu literature smo zajeli raziskave od leta 2010 do leta 2020 in opazili velik  
napredek in razvoj različnih metod za detekcijo oziroma kvantifikac ijo razpadnih 
produktov. V zadnjih letih so razvili kar nekaj metod, ki omogočajo lažje in natančnejše 
določanje razpadnih produktov oksidacije PS in posledično tudi bolj učinkovito  
spremljanje kakovosti biofarmacevtskih izdelkov. 
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Pri primerjavi izsledkov raziskav smo ugotovili, da  uporaba PS v biofarmacevtskih 
izdelkih zaradi nagnjenosti k razgradnji ni kritična. Tekom raziskave sm o našli kar nekaj 
dejavnikov, ki povzročajo oksidacijo v PS ter njihove razpadne produkte, a  imajo PS še 
veliko drugih koristnih lastnosti. Ob upoštevanju priporočil in zagotavljanju ustreznih 
pogojev lahko preprečimo nastanek oksidacije v PS in posledično tvorbo škodljivih 
razpadnih produktov. Z omenjenimi produkti oksidacije PS smo želeli olajša ti razumevanje 
oksidacije ter določanje oziroma prepoznavanje razpadne poti PS.  Priporočamo izvajanje  
nadzora kakovosti PS ob vstopu v proizvodnjo, se pravi preverjanje čistosti surovine PS, 
preverjanje kakovosti tekom proizvodnje in nazadnje tudi med skladiščenjem končne 
formulacije v različnih časovnih intervalih.  
Predlagamo, da bi bilo v nadaljnjih raziskavah smiselno opraviti sistematični pregled 
literature na temo hidrolitične razgradnje PS, saj smo glede na izsledke raziskav ugotovili,  





V magistrski nalogi smo določili dejavnike, ki povzročajo oksidacijo polisorbatov (PS 20 
in PS 80) ter razpadne produkte oksidacije. Preverili smo tudi uporabo analiznih 
instrumentalnih metod za vrednotenje razpadnih produktov PS. Zato smo z ustreznim  
iskalnim profilom v podatkovnih bazah PubM ed in Web of Science poiskali raziskave, ki 
so ustrezale vključitvenim kriterijem in prišli do zaključkov, da: 
 so povzročitelji oksidacije v PS sledeči: svetloba, prisotnost kisika, kovinski ioni 
(Fe2+, Fe3+, Cu2+), dodatek AAPH pri različnih temperaturah, sobna ter povišana 
temperatura, prisotnost peroksidov, vpliv pufra z L-histidinom v kombinaciji s 
kovinskimi ioni, odsotnost pufra z L-histidinom, prisotnost peroksidov v vhodni 
surovini, vpliv nepravilno pripravljenih površin iz nerjavečega jekla ter 
prekomerno razmerje med površino in prostornino;  
 so nastali razpadni produkti oksidacije PS: peroksidi, proste maščobne kisline, 
aldehidi, ketoni, alkani, oksidirane maščobne kisline, estri maščobnih kislin, 
epoksidi, kratkoverižne maščobne kisline, kratkoverižni  POE, aldehidni derivati 
estrov prostih maščobnih kislin, alkoholi, laktoni in trans-maščobne kisline; 
 je bila v največji meri za določanje razpadnih produktov uporabljena HPLC 
metoda, sklopljena z detektorji ELSD ali CAD ali MS. Uporabljene so bile tudi 
kolorimetrične in flourescenčne metode, NMR metode , GC tehnika sklopljena z 
MS ter EPR tehnika; 
 ob upoštevanju priporočil in zagotavljanju ustreznih pogojev lahko preprečimo 
oksidacijo PS in tvorbo razpadnih produktov oksidacije polisorbatov. 
S sistematičnim pregledom raziskav smo dobili pregled nad objavljenim i raziskavami na 
temo oksidacije PS in iz obravnavane literature določili dejavnike, ki povzročajo 
oksidacijo v PS, razpadne produkte, ki nastanejo pri oksidaciji PS v tekočih  farmacevtskih 
oblikah ter pregledali uporabljene analizne instrumentalne metode za detekcijo oziroma 
kvantifikacijo razpadnih produktov.  
Glede na pregledane izsledke raziskav predlagamo, da bi bilo v nadaljn jih raziskavah 
smiselno opraviti sistematični pregled literature na temo hidrolitične razgradnje PS.  
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